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(57) Abstract: The invention relates to a method for the extraction of an active component with a nutritional effect on the skin, 
characterised in comprising the following steps: solubilisation of animal, vegetable or fish proteins in water, with a proportion of at 
least 5 % by weight; simultaneous or successive hydrolysis of the above suspension in the presence of one or several enzymes cho- 
sen from bacterial aminopeptidases applicable in neutral or acid medium, animal stomach proteases applicable in an acid medium, 
bacterial proteases applicable in a neutral medium, bacterial proteases applicable in an alkaline medium extracted from Bacillus 
Licheniformis or Bacillus Subtilis, bacterial endoproteases or pancreatic enzymes of animal origin; concentration of the active frac- 
tion of small peptides of molecular mass less than 1400 daltons and a sterilising filtration to give a total mesophilic flora of less 
than 100 germs/g and an absence of yeasts and moulds. The invention also relates to obtained active component and the cosmetic 
compositions comprising the above. 

(57) Abrege : L'objet de 1' invention est un procdde* d'extraction d'un principe actif ayant une action nutritionnelle de la peau, ca- 
ract&ise" en ce qu'il comprend la succession des Stapes suivantes: solubilisation de prot&nes v6g£tales, animales ou marines dans 
l'eau, a raison d'au moins 5 % en poids, hydrolyse(s) simultanee(s) et/ou successives de 
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cette suspension en presence d'une ou plusieurs enzymes choisies parmi les: aminopeptidases bacteriennes en milieu neutre ou acide, 
proteases stomacales d'origine animale utilisables en milieu acide, proteases bactenennes en milieu neutre, proteases bacteriennes 
utilisables en milieu alcalin extraites de Bacillus Licheniformis ou de Bacillus Subtilis, endoprotSases bact6riennes, ou enzymes pan- 
creatiques d'origine animale, concentration de la faction active en petits peptides de masse moleculaire infeneure a 1400daltons, et 
filtration sterilisante pour atteindre une flore mgsophile totale inferieure a 100 germes/g, et une absence de levures et de moisissures. 
Uinvention couvre aussi le principe actif obtenu et les compositions cosm6tiques Tincluant. 



WO 02/102347 



1 



PCT/FR02/02114 



PROCEDE DE PREPARATION D'UN PRINCIPE ACTTF RICHE EN DI- ET 
TRI-PEPTIDES, PRINCIPE ACTTF ET COMPOSITIONS OBTENUS 

La presente invention concerne un procede de preparation d'un principe act if 
riche en di- et tri-peptides. L' invention couvre aussi le principe actif obtenu 
ainsi que des compositions I'incorporant. 

Le but du principe actif ainsi extrait est notamment d'ameliorer la proliferation 
5 cellulaire, de compenser le stress, d'ameliorer I'equilibre indispensable a la 
dietetique cellulaire, d'augmenter les defenses de la peau, d'augmenter 
I' oxygenation de la peau et de diminuer les rides. 

Dans le cas de la peau, le principe actif selon la presente invention permet 
d'apporter rapidement des elements r\utrif\onne\s a la peau par les remarquables 
10 capacites dissimilation qu'il presente. 

Cette forte capacite d' assimilation repose sur le fait que sa structure 
peptidique a un f aible poids moleculaire. 

Ces unites peptidiques purifiees ainsi apportees accelerent I' assimilation 
cellulaire et vitalisent la peau. 
15 Une peau ainsi nourrie et revitalisee permet aussi de lutter contre le 
vieillissement tissulaire et notamment de combler les rides. 
Dans Tart anterieur, il a ete decrit un procede de fabrication d'un hydrolysat de 
proteines riches en di- et tri-peptides pour la nutrition artificielle et utilisees 
en dietetique. 

20 Ce procede consiste d soumettre une proteine du blanc d^uf ou de la cas£ine, d 
Taction simultanee ou successive d'enzymes, en Toccurrence une protease 
bacterienne utilisable en milieu neutre, une protease bacterienne utilisable en 
milieu alcalin et une enzyme pancreatique d'origine animale. 
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le but de la present e invention est d'obtenir un hydro lysat de proteines avec un 
faible poids moleculaire pour etre absorbee par la peau. 

Dans Part anterieur, le secteur concerne est Palimentation artif icielle si bien 
que le poids moleculaire n'est pas une contrainte. Par contre ces produits 
5 obtenus par les procedes connus ne permettent pas d 1 applications en 
cosmetologie. 

L'invention est maintenant decrite en detail, tant dans ses etapes d'obtention 
que dans la caracterisafion du prmcipe actif obtenu et a travers des resultats 
d'essais montrant les activites du produit obtenu. 

10 La description est focalisee sur un exemple a partir de proteines vegetales 
obtenues a partir de riz (Oryza Sativa) mais doit etre elargi comme cela est 
indique dans les exemples comptementaires pour, entre autres, du soja (Glycine 
max), des pepins de courges (Cucurbita Pepo) ou de sesame (Sesamum indicum) 
ou des pois (Pisum Sativum) ou encore du lupin (Lupinus albus), du cajou, du 

15 sisymbre, ou des amandes. Plus g^ralement, pour la mise en oeuvre du precede 
selon P invention et pour P elaboration des produits a partir de ce procede, on 
retiendra toutes proteines vegetales issues de farine, du tourteau, d'isolat, de 
concentrat et toutes proteines d'origine animale ou marine. 
L'invention concerne un procede d'extraction d'un principe actif ayant une 

20 action nutritionnelle de la peau, caracterise en ce qu'il comprend la succession 
des etapes suivantes : 

- solubilisation de proteines vegetales, animales ou marines dans Peau, d raison 
d'au moins 5% en poids. 

- hydrolyse(s) simultanee(s) et/ou successives de cette suspension en presence 
25 d'une ou plusieurs enzymes choisies parmi les : 

- aminopeptidases bacteriennes en milieu neutre ou acide, 

- proteases stomacales d'origine animale utilisables en milieu acide, 

- proteases bacteriennes en milieu neutre, 
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- proteases bacteriennes utilisables en milieu alcalin extraites de Bacillus 
Lichenif ormis ou de Bacillus Subtilis, 

- endoproteases bacteriennes, ou 

- enzymes pancreatiques d'origine animate. 

5 - concentration de la fraction active en petits peptides de masse moleculaire 
inf erieure a 1 400 daltons, et 

- filtration sterilisante pour atteindre une f lore mesophile totale inferieure a 
100 germes /g, et une absence de levures et de moisissures. 

Les proteines vegetales sont obtenues a partir notamment de cereales, 
10 d'oleagineux, de legumineuses et plus particulierement de riz (Orysa Sativa), de 
soja (Glycine max), de pepins de courges, de sesame (Sesamum indicum) ou de 
pois (Pinum sativum) 

Le principe actif obtenu par la mise en oeuvre du procede presente : 

- une faible masse moleculaire inferieure a 1 400 daltons 
15 - un taux de matiere seche compris entre 20,0 et 150,0 g/l 

- un pH compris entre 4,0 et 10,0 et 

- une teneur en proteines comprise entre 10,0 et 100,0 g/l 
Plus particulierement : 

- un taux de matiere seche compris entre 50,0 et 80,0 g/l, 
20 - un pH compris entre 5,0 et 7,0 et 

- une teneur en proteine est comprise entre 40,0 et 60,0 g/l 
La masse moleculaire est repartie de la fagon suivante : 

- 20% a 60% ayant une masse moleculaire inferieure a 1400, 

- 30% a 50% ayant une masse moleculaire comprise entre 75 et 175 daltons, et 
25 - 0 a 5% ayant une masse moleculaire inferieure a 75 daltons. 

L'invention couvre aussi la composition cosmetique nutritionnelle comprenant 
0,10% d 5,00% de principe actif, associe a des excipients et sous une forme 
galenique adapt^e tel que : creme, gel, onguent, lotion, lait, emulsion ou solution. 
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Les differences figures annexees represented : 

- figure 1, une courbe de distribution des fractions peptidiques obtenues dans le 
cas du riz # 

- figures 2A-2E, des tableau de resultats sur la proliferation des f ibroblastes au 
5 cours du temps, respectivement pour du riz, du soja, des pois, des pepins de 

courge et du sesame, 

- figure 3, tableau des resultats sur la proliferation de f ibroblastes comparee a 
d'autres compositions, 

- figures 4/\-4E, tableau des resultats de recuperation cellulaire apres un stress 
10 UV, 

- figure 5, tableau des resultats de I'activite stimulante du principe act if , 

- figures 6 A et 6B, des tableaux de resultats de pression partielle d'oxygene et 
de dioxyde de carbone, 

- figures 7A et 7B, des tableaux de resultats d'analyses sur volontaires 
15 concernant V oxygenation tissulaire, et 

- figure 8, tableau recapitulant les ameliorations vis-a-vis des rides. 

1/PROCEDE p' EXTRACTION p'UN PRINCIPE ACTTF RICHE EN PI- ET TRI-PEPTIPE5 

1-1/Le premier produit selon I' invention dont on souhaite obtenir un concentrat 
20 riche en di et tri peptides constituant le principe actff selon I' invention, est du 
riz, notamment la variete Orysa Sativa. 

Le procede consiste a realiser la succession des etapes suivantes : 

- solubilisation de proteines vegetales a partir d'un concentrat de proteines dans 
Teau, notamment de proteines de riz, plus particulierement la variete Orysa 

25 Sativa, a raison d*au moins 5% en poids. 

- hydrolyse(s) simultanee(s) et/ou successwes de cette suspension en presence 
d'une ou plusieurs enzymes choisies parmi les : 

- aminopeptidases bact£riennes en milieu neutre ou acide, 
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- proteases stomacales d'origine animate utilisables en milieu acide, 

- proteases bacteriennes en milieu neutre, 

- proteases bacteriennes utilisables en milieu alcalin extraites de Bacillus 
Lichenif ormis ou de Bacillus Subtilis, 

5 - endoproteases bacteriennes, ou 

• enzymes pancreatiques d'origine animale. 

- concentration de la fraction active en petits peptides de masse moleculaire 
inferieure a 1 400 daltons, et 

- filtration sterilisante pour atteindre une f lore mesophile totale inferieure a 
10 100 germes /g, et une absence de levures et de moisissures. 

On realise dans le cas du riz une courbe representee sur la figure 1 sur une 
colonne commercialisee sous la denomination Superdex Peptide. On utilise une 
solution tampon phosphate 0,02 mole additionnee de 0,25 mole NaCI et on 
15 travaille d pH 7,2. 

Le debit sur la colonne est de 0,25 ml/mn et se traduit sur papier par 0,25 
cm/mn. 

On constate que la fraction inferieure a 1400 daltons est repartie de la fagon 
suivante : 

20 Pour le principe actif riche en Di- et Tri-peptides de riz : 

- f 3 : environ 33% (1400 < masse moleculaire < 175), et 

- f 4 : environ 42% (175 < masse moleculaire < 75), et 

- f 5 : environ 3% (masse moleculaire < 75), 

c'est-a-dire que les peptides de faibles masses moleculaires representent au 
25 moins 60% a 75% de la fraction totale inferieure a 1400 daltons. 

Ces structures peptidiques selon I' invention sont specif iques et de faible masse 
moleculaire, permettant ainsi les applications d la cosmetique comme le montrent 
les resultats qui vont suivre. 
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2/ CARACTERI5ATION DU PRINCIPE ACTIF OBTENU 

Tqux de matiere seche : 

Le taux de matiere s&che est obtenu par passage du principe actif extrait dans 
5 une etuve a 105°C jusqu'a obtention d'un poids constant. La quantite de matiere 
seche obtenue, pour chacun d'eux, est comprise entre 50 et 150 g/l 
On peut citer plusieurs sources de proteines utilisees qui donnent les resultats 
suivants : 

Taux de matiere seche de riz : entre 50 et 80g/l 
10 Taux de mature seche de pepins de courge : entre 50 et 60g/l 
Taux de matiere seche de soja : entre 50 et 60g/l 
Taux de matiere seche de sesame : entre 50 et 60g/l 
Taux de matiere seche de pois : entre 90 et llOg/l 

15 AAesure du pH : 

Le pH est mesure par la methode potentiometrique a temperature ambiante. Le 
pH est compris entre 4,0 et 10, plus particulierement entre 5,0 et 7,0. 
pH de riz : 7,0 
pH de pepins de courge : 7,0 
20 pH de soja : 7,0 
pH de sesame : 7,0 
pH de pois s 7,0 

Determination de la teneur en azote : 
25 La determination est realisee par la methode de Kjeldhal ou Lowry. 

La teneur en proteines deduite, quel que soit la source de proteines parmi les 
produits retenus, est comprise entre 10 et 100 g/l et plus particulierement 
entre 35 et 90 g/l. 
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Teneur en azote (Di- et Tri-peptides de riz) : entre 35 et 90g/l 
Teneur en azote (Di- et Tri-peptides de pepins de courge) : entre 30 et 60g/l 
Teneur en azote (Di- et Tri-peptides de soja) : entre 30 et 60g/l 
5 Teneur en azote (Di- et Tri-peptides de sesame) : entre 30 et 60g/l 
Teneur en azote (Di- et Tri-peptides de pois) : entre 70 et 100g/l 



3 / EFFETS DU PRINCIPE ACTIF SUR LA PROLIFERATION EE FIBROBLASTE5 HUMAIN5 
10 3-1 Ef f ets au cours du temps : 

L' etude est conduite sur des f ibroblastes humains auxquels on ajoute le principe 
actif riche en Di- et Tri-peptides obtenu a partir des differentes sources selon 
T invention a 1%, et 2% en volume. 

Pour le principe actif issu du riz, les tests sont ef f ectues apres 48 et 72 heures, 
15 tandis que les tests sont analyses seulement apres 72 heures pour le principe 
actif issu des autres produits de base, on mesure le pourcentage de 
proliferation. 

Les resultats sont consignes dans le tableau des figures 2A a 2E. 
Le principe actif riche en di- et tri-peptides, quelle que soit son origine, 
20 augmente f ortement la proliferation des cellules, de fagon dose d£pendante, plus 
particulierement apres 72 heures de traitement. 

3-2 Influence de la structure chimique 

Le but est d'etudier Tinfluence de la structure biochimique du principe actif, 
25 sur le metabolisme de f ibroblastes humains en culture. 

A cet effet, on compare les effets de differentes compositions sur la 
proliferation apres 72 heures de traitement avec le principe actif selon la 
presente invention obtenu a partir: 
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- de riz avec 75% de peptides de masse moleculaire inf erieure a 1 400 daltons. 

- melange modele d'acides amines, sans une structuration en petits peptides, 

- solution de proteines hautement structurees, et 

- solution de peptides non s^lectionnes avec seulement une fraction peptidique 
5 de masse moleculaire inferieure a 1400 daltons 

On constate a travers les resultats du tableau de la figure 3, que le principe 
actif riche en di- et tri-peptides, selon la presente invention, augmente 
considerablement la proliferation des fibroblastes. Sa structure peptidique 
optimale est adaptee a la proliferation cellulaire. 
10 Les peptides non selectionnes ne permettent pas d'ameliorer I'activite de 
proliferation des cellules autant que le principe actif. 

4/ EFFET DU PRINCIPE ACTIF A COMPENSER LES EFFETS D*UN STRESS SQUIRE 
Cette etude a pour but de demontrer que le principe actif selon I' invention 
15 favorise la recuperation apres un stress, par exemple un stress solaire. 

Pour ce test, on mesure la viabilite cellulaire des fibroblastes humains soumis a 
des irradiations UVA et UVB, en presence ou non du principe actif selon la 
presente invention apres 48 ou 72 heures. 

Les doses sont de 6 joules/cm 2 en UVA et de 0,48 joules/cm 2 en UVB et les 
20 resultats sont exprimes en densite optique a 540 nm. 

On constate dans les tableaux des figures 4A a 4E que le stress solaire induit 
une forte toxicite et provoque la mort de 60% des fibroblastes. Le principe 
actif d 1% permet par exemple d'augmenter le nombre de cellules en activant les 
f onctions metaboliques des cellules, de 35% pour le principe actif issu du riz 
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5/ EFFET DU PRINCIPE ACTIF SUR L' EXPRESSION PES ARNm 

Le principe actif , issu des prolines de riz, a une action sur les ARN messagers 
codant pour les collagenes VII et III et la fibronectine en milieu nutritif 
carence. 

5 En effet, des f ibroblastes humains sont incubes dans un milieu complet et dans 
un milieu nutritif carence, en presence du principe actif. 
Les resultats obtenus sont sensiblement identiques et sont exprimes en 
pourcentage depression de I'ARNm de la proteine etudiee par rapport d un 
temoin. 

10 lis font lob jet du tableau de la figure 5. 

Le principe actif augmente de fagon significative V expression des ARNm codant 
pour les collagenes III, VII et la fibronectine done des proteines constitutives 
du derme. Le principe actif permet de maintenir I'equilibre indispensable a la 
dietetique cellulaire. 

15 

6/ EFFET DU PRINCIPE ACTIF SUR LE METABOLISME PAR MESURE DE 5YNTHE5E ATP 

Cette etude permet d^valuer Tactivite stimulante du principe actif selon la 
presente invention sur le stock d'adenosinetriphosphate intracellulaire. 
On applique sur plusieurs epidermes une formulation de chacun du principe actif 
20 a 4% selon la presente invention, apres 24 heures de contact, on dose T ATP par 
luminometrie a Taide d*un test du commerce. 

On remarque dans le tableau de la figure 6 qui regroupe les resultats quasiment 
similaires, quelle qu'en soit la source, que les reserves d' ATP intracellulaire sont 
diminuees de 37% pour orienter Tenergie vers la synthese cellulaire, augmentant 
25 ainsi les capacites de defense de la peau. 
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7/ EFFET DU PRINCIPE ACTIF SUR L* OXYGENATION TTSSULAIRE 

L'objectif de cctte etude est de quantifier, in vivo, sur I'homme, I'effet 
oxygenant du principe actif , obtenu a partir de proteines de riz. 
A cet effet, on mesure les pressions partielles d'oxyg^ne et de dioxyde de 
5 carbone transcutanees sur une zone traitee avec une formulation a 4% du 
principe actif contre placebo. 

Les mesures sont realisees avant et apres 28 jours duplications bi- 
quotidiennes du principe actif. 

Les mesures de pression partielle sont effectuees de fa^on connue pour 
10 I'oxygene par mesure des variations de microcourants 6lectriques et pour le 
dioxyde de carbone par determination du pH d'un electrolyte egalement par 
mesure des variations de microcourants electriques. Les variations du pH sont 
proportionnelles au logarithme des variations de la pression partielle en dioxyde 
de carbone. 

15 Les mesures sont exprimees en mm de mercure. 

Les tableaux des figures 7 A et 7B regroupent les resultats tres proches pour le 
principe actif et font apparartre une augmentation de la pression partielle 
d*oxygene chez 54% des volontaires et de la pression partielle de COz chez 61% 
des volontaires. 

20 Ainsi, on constate que le principe actif tend a permettre une.meilleure diffusion 
de I'oxygene dans les cellules et les tissus. 

8/ EFFET ANTI-RIDES DU PRINCIPE ACTIF 

Le but de I'etude est de verifier sur 20 volontaires Tefficacite anti-rides du 
25 principe actif formule a 5% contre placebo, applique biquotidiennement pendant 
deux mois. 

L 1 etude anti-rides consiste d analyser par observation des empreintes des 
pattes d'oie, a Taide d'un prof ilometre muni d'un analyseur d* images. 
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Les quatre parametres etudies sont : 

- surface totale ridee, 

- longueur des rides, 

- prof ondeur des rides, et 
5 - nombre de rides. 

Les resultats sont regroupes dans le tableau de la figure 8. 
L'analyse montre une forte diminution de 32% de la surf ace totale ridee et de 
24% de la longueur des rides et la distribution conf irme que cette diminution 
interesse 70% des vohntaires. 
10 L' invention couvre aussi les compositions cosmetiques nutritionnelles incluant t 
0,10% a 5,00% de principe actif, associe a des excipient, sous une forme 
galenique adaptee tel que : creme, gel, onguent, lotion, lait, emulsion ou solution. 
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1. Procede d' extraction d'un principe actif ayant une action nutritionnelle de la 
peau, caracterise en ce qu'ii comprend la succession des etapes suivantes : 

- solubilisation de proteines vegetales, animates ou marines dans I'eau, a raison 
d'au moins 5% en poids. 

5 - hydro lyse(s) simultanee(s) et/ou successives de cette suspension en presence 
dune ou plusieurs enzymes choisies parmi les : 

- aminopeptidases bacteriennes en milieu neutre ou acide, 

- proteases stomacales d'origine animale utilisables en milieu acide, 

- proteases bacteriennes en milieu neutre, 

10 - proteases bacteriennes utilisables en milieu alcalin extraites de Bacillus 

Licheniformis ou de Bacillus Subtilis, 

- endoproteases bacteriennes, ou 

- enzymes pancreatiques d'origine animale. 

- concentration de la fraction active en petits peptides de masse moleculaire 
15 inferieure d 1 400 daltons, et 

- filtration sterilisante pour atteindre une f lore mesophile totale inferieure a 
100 germes /g, et une absence de levures et de moisissures. 

2. Procede d' extraction d'un principe actif ayant une action nutritionnelle de la 
peau selon la revendication 1, caracterise en ce que les proteines vegetales sont 

20 obtenues a partir notamment de cereales, d'oleagineux, de legumineuses. 

3. Procede d'extraction d'un principe actif ayant une action nutritionnelle de la 
peau selon la revendication 2, caracterise en ce que les proteines vegetales sont 
obtenues a partir de riz (Orysa Sativa), de soja (Glycine max), de pepins de 
courges, de sesame (Sesamum indicum) ou de pois (Pinum sativum) 
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4. Principe actif obtenu par la mise en ceuvre du procdde selon Tune des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il presente : 

- une f aible masse moleculaire inf erieure a 1 400 daltons 

- un taux de matiere seche compris entre 20,0 et 150,0 g/l 
5 - un pH compris entre 4,0 et 10,0 et 

- une teneur en proteines comprise entre 10,0 et 100,0 g/l 

5. Principe actif selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il presente : 

- un taux de matiere seche compris entre 50,0 et 80,0 g/l, 

- un pH compris entre 5,0 et 7,0 et 

10 - une teneur en proteine est comprise entre 40,0 et 60,0 g/L 

6. Principe actif selon la revendication 4, caracterise en ce que la masse 
moleculaire, est repartie de la f agon suivante : 

- 20% a 60% ayant une masse moleculaire inf erieure a 1400, 

- 30% a 50% ayant une masse moleculaire comprise entre 75 et 175 daltons, et 
15 - 0 a 5% ayant une masse moleculaire inf erieure a 75 daltons. 

7 . Composition cosmetique nutritionnelle, caracterisee en ce qu'elle comprend 
0,10% a 5,00% de principe actif selon Tune des revendications 4 a 6, associe a 
des excipients et sous une forme galenique adoptee tel que : creme, gel, onguent, 
lotion, lait, emulsion ou solution. 
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